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(57) Abstract 

The invention relates to the use of 2-phenyl-benzimida2oles and 2-phenylindoles of general formula (1). wherein A means N or CH. 
R» means hydrogen, branched and unbranched Ci-Ca alkyl and a C-atom of the alkyl radical can also carry an 0R»> or a|ro"P ^ 
means hydrogen, chlorine, fluorine, bromine, iodine, branched and unbranched Cj-C6 alkyl. nitro, CF3, CN, NR^iR^^ NH-CO-R^. OR . 
R3 means(CH2)(rNR^'R^^ and q can be 0. 1. 2 or 3 and R^ means hydrogen, branched and unbranched Ci-Ce alkyl. chlonne. bromme. 
fluorine, nitro, cyano, NR^iR'*^ NH-CO-R'*3, OR^*; as inhibitors of the enzyme poly(ADP-ribose>-polymeTase for producing medicaments. 

(57) Zusammenfassung 

* 

Die vorliegende Erfindung betrifft die Verwendung von 2-Phenylbenzimidazole und 2-PhenyIindole der allgemeinen Fonnel (I), 
worin A N Oder CH bedeutct. R» Wasserstoff, veraweigtes und unverzweigtes Ci-C6-Alkyl, wobei ein C-Atom des Alkyl-Rcstes 
noch OR" Oder eine Gruppe R^ tragen kann; R^ Wasserstoff, Chlor. Fluor, Brom, Jod. verzweigtes und unverzweigtes Ci-Q-Alkj^. 
Nitro CF3 CN NR2»R^ NH-CO-R^, OR^'; R^ -(CH2)(rNR^*R^^ bedeutet. wobei q 0, 1, 2 odcr 3 sein kann; R^ Wasserstoff. 
verzweigte^ und unverzweigtes Ci-Ce-Alkyl. Chlor. Biom. Fluor. Nitro, Cyano. NR^^R^^. NH-CO-R43, OR^*, als Inhibitoren des Enzyms 
Poly(ADP-ribose)-polymerase zur Herstellung von Arzneimineln. 
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2 -Phenylbenz imidazole und 2 -Phenyl indole, deren Herstellung xm& 
Anwendung 

5 Beschreibung 

Die vorliegende Erfindung betrifft neuartige 2 -Phenylbenz imida- 
zole und 2- Phenyl indole, ihre Herstellung und die verwendung als 
Inhibitoren des Enzyms Poly (ADP-ribose) polymerase oder PARP (EC 
10 2.4.2.30) zur Herstellung von Arzneimitteln. 

Poly (ADP-ribose) polymerase (PARP) bzw. wie es auch genannt wird 
Poly (ADP-ribose) synthase (PARS) stellt ein regulatorisches Enzym 
dar, das in Zellkernen gefunden wird (K. Ikai et al . , J.Histo- 

15 chem. Cytochem. 1983. 31. 1261-1264). Man nimmt an, dafi PARP eine 
Rolle bei der Reparatur von DNA-Briichen spielt (M.S. Satoh et 
al.. Nature 1992. 356. 356-358). Schadigungen oder Briiche der 
DNA-Strange aktivieren das Enzym PARP, das, wenn es aktiviert 
ist, die Ubertragung von ADP-Ribose aus NAD katalysiert (S. Shaw. 

20 Adv. Radist. Biol., 1984, 11. 1-69). Dabei wird Nikotinamid aus NAD 
freigesetzt. Nikotinamid wird unter Verbrauch des Energietragers 
ATP von anderen Enzymen wieder in NAD umgewandelt. Eine tiberakti- 
vierung von PARP hatte dement sprechend einen unphysiologisch ho- 
hen Verbrauch von ATP zur Folge und dies fuhrt im Extremfall zu 

25 ZellschSdigungen und Zelltod, 

Es ist bekannt, daS Radikale wie Super oxid- Anion, NO land Wasser- 
stoffperoxid in Zellen zu DNA-Schadigungen fiihren konnen xind da- 
mi t PARP aktivieren. Die Bildung von groiSen Mengen an Radikalen 

30 wird bei eine Reihe von pathophysiologischen Zustanden beobachtet 
una man geht davon aus, daS diese Anhaufung von Radikalen zu den 
beobachteten Zell- bzw Organschaden fiihren oder beitragen. Dazu 
zahlt von zum Beispiel ischamische Zustande von Organen wie im 
Schlaganfall, Herzinfarkt ( C. Thiemermann et al.. Proc.Natl.A- 

35 cad.Sci.l7SA, 1997, 94. 679-683) oder Ischamie der Nieren, aber 
auch Reperfusionsschaden wie sie zum Beispiel nach der Lyse von 
Herzinfarkt auftreten (s. oben : C. Thiemermann et al . ) . Die Hem- 
mung von dem Enzym PARP konnte demzufolge ein Mittel sein, \am 
diese Schaden zum mindestens zum Teil zu verhindem oder abzumil- 

40 dem. PARP-Inhibitoren konnten somit ein neues Therapieprinzip 
zur Behandlung von eine Reihe von Krankheiten darstellen. 

Das Enzym PARP beeinflufit die Reparatur von DNA-Schaden und 
konnte somit auch in der Theirapie von Krebs-Erkrankungen eine 
45 Rolle spielen, da in Kombination mit cytostatisch wirksamen Stof- 
fen ein hoheres Wirkpotential gegenviber Tumorgewebe beobachtet 
wurde (G. Chen et al. Cancer Chemo. Pharmacol. 1988, 22. 303) . 
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in WO 97/48697 als Inhibitoren der cAMP-Phosphodiesterase aufge- 
f iihrt . 

Die Synthase von 2-Phenyl-benzimidazyl-4-ainiden ist in 
5 j.Chem.Soc. Perkin Trans 1. 1979, 2303-2307 beschrieben worden. 
Analoge Verbindungen, die am Amid-Rest noch eine substituierte 
Alkyl-Kette tragen, und die cytotoxische Wirkung haben sollen, 
sind in J.Med. Chem. 1990, 33. 814-819 aufgefiihrt. In WO 97/04771 
sind dagegen Benziinidazol-4-ainide aufgefiihrt, die das PARS hem- 

10 men. Insbesondere sind Derivate dort als wirksam beschrieben , 
die einen Phenyl-Ring in 2-Stellung tragen. wobei der Phenyl-Rxng 
noch mit einfachen Substituenten wie Nitro, Methoxy und CF3, sub- 
stituiert sein kann. Obwohl diese Substanzen zum Teil gute Hem- 
mung des Enzyms PARP zeigen, haben die dort beschrieben Derivate 

15 als Nachteil, daS sie nur wenig oder keine Loslichkeit in 

waErigen Losungen zeigen und somit nicht als waSrige Losung ap- 
pliziert werden konnen. 

in einer Reihe von Therapien wie Schlaganfall werden die Wirk- 
20 stoffe intravenos als Infusionslosung appliziert. Dazu ist es 
notwendig Substanzen, hier PARP-Inhibitoren. zur Verfiigung zu ha- 
ben. die ausreichende Wasserloslichkeit bei physiologischen pH- 
werten oder angenaherten pH-Werten (z.B: pH-Werten von 5-8) auf- 
weisen, so dafi eine Infusionslosung hergestellt werden kann. 
25 Viele der beschriebenen PARP-Inhibitoren, insbesondere die besser 
wirksamen PARP-Inhibitoren, haben jedoch den Nachteil, dafi sie 
nur geringe oder keine Wasserloslichkeit bei diesen pH-Werten 
zeigen und somit nicht fur eine intravenose J^plikation in Frage 
kornmen. Derartige Wirkstoffe konnen nur mit Hilf sstof f en. die die 
30 wasserloslichkeit vermitteln sollen. appliziert werden (vgl WO 
97/04771 ). Diese Hilfsstoffe, zum Beispiel Polyethylenglykol und 
Dimethysulfoxid, verursachen haufig Nebeneffekte oder sind sogar 
unvertraglich. Gut wirksame PARP-Inhibitoren mit ausreichender 
wasserloslichkeit sind bisher nicht beschrieben worden. 

Es wurde iiberraschender weise gefunden, daB 2-Phenyl-benzimida- 
zole, die am Phenyl-Ring noch einen Amin-Rest tragen. gut wirk- 
same inhibitoren darstellen, die aber durch den Einbau des ali- 
phatischen Amin-Restes eine Salzbildung mit Sauren ermoglichen 
40 und dadurch eine deutlich verbesserte Wasserloslichkeit zeigen. 

in der vorliegenden Erfindung werden neue 2-Phenylbenzimidazol- 
und 2-Phenylindol-Derivate der allgemeinen Formel I beschrieben, 
die gegeniiber den bereits beschriebenen verbindungen Vorteile 
45 zeigen und potente PARP-Inhibitoren darstellen und zugleich auch 
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Phenyl-Ci-C4-Alkyl, wobei der Phenylring mit bis. zu 3 
gleichen oder verschiedenen Substituenten ausgewahlt 
aus der Gruppe Ci-Ce-Alkyl, Halogen, Nitro, S02NR35r36 
(mit r35, r36 unabhangig voneinander gleich Wasser- 
5 stoff , Ci-C4-Alkyl Oder zusammen mit dem Stickstoff 

gleich einem Ring 3 bis 8 Atomen, der ein zusatz- 
liches Heteroatom ausgevy^lt aus O, S, SO2, 
N_Ci"C4-Alkyl, N-Co-C2-Phenyl oder NH tragen kann) , 
Ci-C4-Alkoxy, S(0)o-2"R^'' i^^^ ^^'^ gleich Wasserstoff, 

10 Ci-C4-Alkyl) . CF3, (CH2)o-4-COR3'7, (CH2 ) o-4NR35r36 , 

( CH2 ) 0-4CONR35R3 6 , ( CH2 ) o-40R37-CH2COOR37 , 

r4 wasserstoff , verzweigtes und imverzweigtes 

Ci-Cs-Alkyl, Chlor, Brom Fluor, Nitro, Cyano, NR^^R^^^ 
15 NH-CO-R^^, 0R41, wobei 

R^i und R^2 unabhangig voneinander Wasserstoff oder Ci-C4-Alkyl 
bedeuten und 

20 r43 Ci-C4-Alkyl Oder Phenyl bedeuten, und 

Bevorzugte Positionen fiir den Rest r2 in der allgemeinen Formel I 
sind die 3-Position und die 4-Position zxim Benzimidazolring. Fur 
den Rest R^ ist ebenf alls die 3-Position oder 4-Position zum Benz- 
25 imidazolring bevorzugt. 

Die bevorzugte Bedeutung von A ist Stickstoff. 

Die bevorzugte Bedeutung von R^ ist Wasserstoff. 

30 

Die bevorzugte Bedeutung von r2 ist Wasserstoff, verzweigtes oder 
unverzweigtes Ci-Ce-Alkyl, Nitro, CN, NH2, 0-Ci-C4-Alkyl. Beson- 
ders bevorzugt ist R^ gleich Wasserstoff. 

35 Die bevorzugte Bedeutung fur R^ ist (CH2) i,2NR3^R^^ und 

jvj(r37)_(ch2)2-3NI135r36, worin R^'' Wasserstoff und Ci-C4-Alkyl sein 
kann, r35 und r36 unabhangig voneinander Wasserstoff und 
Ci-C4-Alkyl und zusammen als NR35r36 auch cyclische aliphatische 
Amine wie Piperidin, Pyrrolidin, Azepin und Piperazin sein kon- 

40 nen, wobei das Piperazin am zweiten N-Atom noch mit Wasserstoff 
Oder Ci-C4-Alkyl siibstituiert sein kann. 

Die bevorzugte Bedeutung von R^ ist Wasserstoff. 

45 Ganz besonders bevorzugt sind die jeweiligen Kombinationen der 
obigen bevorzugten Bedeutungen. 
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7 

Syntheseschema 1 



5 



10 



15 



20 



25 




^° Durch Kondensation des Benzaldehyds mit Phenyl endiaminen erhalt 
man das Benzimidazol VII, wobei man bevorzugt in polaren Ldsungs- 
mitten wie Ethanol oder Dimethyl formamidund Zusatz von Sauren 
wie Essigsaure bei erhShter Temperatur arbeitet, in der Regl 
8O-12O0C. Giinstig fur die Reaktion ist der Zusatz von schwachen 
Oxidationsmittel wie Kupf er-II-Salzen, die als waSrige Losung 
zugesetzt werden. 



40 



45 
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Synthesschema 3 



9 



PCT/EP99/08466 



5 



10 



15 




VII 



Altemativ zuden im Schema 1 gezeigten Benzaldehyden VI kann man 
auch Benzoesauren wie XI (siehe Schema 2) Oder Benzonitrile wie 
XIV(siehe Schema 3) anstelle des Benzaldehyds einsetzen. Die 
25 Herstellung dieser Derivate erfolgt analog zur Herstellimg der 
subs tituier ten Benzaldehyde VI, Ausgehend von XI erfolgt die 
Kondensation zu VII in zwei Stufen . Zuerst wird die Benzoesaure 
XI mit dem Anilin VI in einer peptidartigm Kuppliang zum Amid XII 
umgesetzt. Dabei arbeitet man nach ublichen Bedingungen, die zum 
30 Beispiel im Houben-Weyl, Methoden der Organischen Chemie, 

4.Aufl., E5, Kap.V bzw. C.R. Larock, Comprehensive Organic Trans- 
formations, VCH Publisher, 1989, Seite 972f. aufgelistet sind. 
Der RingschluS erfolgt zum Benzimidazol erfolgt danach bei 
erhohter Temperatur, zum Beispiel 6O-I8O0C, mit oder ohne LO- 
SS sungsmitteln vs^ie Dimethyl formamid, unter Zusatz von Sauren vfie 
Essigsaure oder direkt in Essigsaure selbst. 

Die Reaktion des Phenyl endiamins VI mit einem Benzonitril XIV er- 
folgt ebenfall unter ublichen Bedingungen. Dabei kann man in Lo- 

40 sungsmitten vrie Dimethylf ormamid xinter Zusatz von Sauren Oder 
auch in Polyphosphorsaure bei erhohter Temperatur wie 6O-20O0C 
arbeiten. Allerdings kann man auch die ublichen Methoden zur Her- 
stellung von Amidinen aus Benzonitrilen anwenden, v^ie sie in Hou- 
ben-Weyl, Methoden der organischen Chemie, E5, S. 1304 f. , J. 

45 Amer.Chem.Soc. 1957, 427 und J.Org.Chem. 1987,1017 beschrieben 
sind. ] 
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naraterien, z\m Beispiel bei der PCTA und Bypass-Operationen,. und 
Jcritisch verengter peripherer Arterien, zum Bespiel Beinarterien, 
dienen. Zudem konnen die 2-Phenylbenzimida2ole und 2 -Phenyl indole 
I bei der Chemotherapie von Tumoren xind deren Metastasierung 
5 nutzlich sein und zur Behandlung von Entzundungen und rheumati- 
schen Erkrankxmgen , wie z.B. rheumatischer Arthritis dienen. 

Die erf indungsgemafien Arzneimittelzubereitungen enthalten neben 
den ublichen Ameimittel-hilf stof fen eine therapeutisch wirksame 
10 Menge der Verbindungen I. 

Fiir die lokale auSere Anwendung, zum Beispiel in Puder, Salben 
Oder Sprays, konnen die Wirkstoffe in den ublichen Konzen- 
crationen enthalten sein. In der Regel sind die Wirkstoffe in 
15 einer Menge von 0,001 bis 1 Gew.-%, vorzugsweise 0,001 bis 0,1 
Gew.-% enthalten. 

Bei der inneren Anwendung werden die Praperationen in Einzeldosen 
verabreicht. In einer Einzeldosis werden pro kg Korpergewicht 0,1 
20 bis 100 mg gegeben. Die Zubereitung konnen taglich in einer oder 
mehreren Dosierungen je nach Art und Schwere der Erkrankungen 
verabreicht werden. 

Entsprechend der gewunschten Applikationsart enthalten die 
25 erf indungsgemafien Arznei-mittelzubereitungen neben dem Wirkstoff 
die ublichen Tragerstoffe und Verdiinnungsmittel . Fiir die lokale 
auSere Anwendung konnen pharmazeutisch-technische Hilfsstoffe, 
wie Ethanol, Isopropanol, oxethyliertes Ricinusol, oxethyliertes 
Hydriertes Ricinusol, Polyacrylsaure, Polyethylenglykol , Poly- 
30 ethylenglykostearat, ethoxylierte Fettalkohole, Paraffinol, Vase- 
line und Wollfett, verwendet werden. Fur die innere Anwendung 
eignen sich zum Beispiel Milchzucker, Propylenglykol, Ethanol, 
Starke, Talk und Polyvinylpyrrolidon. 

35 Femer konnen Antioxidationsmittel wie Tocopherol und butyliertes 
Hydroxyanisol sowie butyliertes Hydroxytoluol, geschmacks- 
verbessernde Zusatzstof f e, Stabilisierungs-, Emulgier- lond Gleit- 
mittel enthalten sein. 

40 Die neben dem Wirkstoff in der Zubereitung enthaltenen Stoffe so- 
wie die bei der Herstellung der pharmazeutischen Zubereitungen 
verwendeten Stoffe sind toxikologisch unbedenklich und mit dem 
jeweiligen Wirkstoff vertraglich. Die Herstellung der Arznei- 
mittelzubereitungen erfolgt in iiblicher Weise, zum Beispiel durch 

45 Vermischung des Wirkstoffes mit anderen ublichen Tragerstof f en 
und Verdiinnungsmitteln. 
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c) 2 ( 4- (N, N-2- (N, N-Diethylamino) eth-l-yl-methylamino ) phenyl ) - 
benzimidazol-4-carbonsaureamid 

Zu 1,1 g {2,9 mMol) des Zwischenproduktes lb in 30 ml Di- 
5 methyl formamid warden 1 g Raney-Nickel gegeben und alles 

fiir 8 Stxinden auf 12 0^0 erwarmt. Das Reaktionsgemisch wurde 
filtriert und das Filtrat im Vakuum eingeengt. Der erhaltene 
Riickstand wurde zwischen Wasser und Essigester verteilt. Die 
organische Phase wurde abgetrennt, getrocknet und im Vakuum 
10 eingeengt. Man erhielt 0,9 g des Produktes. 

1H-NMR(D6-DMS0) : 5 =2,2 (6H), 2,4 {2H) , 3,0 (3H) , 3,5 (2H) , 
6,8 (2H), 7,2 (IH), 7,6-7,8 (3H), 8,1 {2H), 9,5 (IH) und 
13,2 (IH) ppm. 

15 Beispiel 2 

2 (4- (N, N-2- (N,N-Dimethylamino)eth-l-yl-methylamino) phenyl )benz- 
imidazol-4-carbonsaureamid 

Die Verbindung wurde analog zu den Vorschrif ten im Beispiel 1 
20 hergestellt. 

lH-NMR(D6-DMS0) : 5 = 2,2 {6H), 2,55 (2H) , 3,1 {2H) , 7,4 (IH) , 
7,8 {2H), 7,9 (IH), 8,1 (IH), 8,3 (IH), 8,4 (IH) , 9,2 (IH) ppm. 

Beispiel 3 

25 2 (3 (2 (N,N-Dimethylamino)eth-l-yl)-4-nitrophenyl)benzimidazol-4- 
carbonsaureamid 

a) 3 (E-2-N,N-Dimethylamino-ethen-l-yl)-4-nitro-benzoesaure- 
methylester 

30 

10 g (47,8 mMol) 3-Methyl-4-nitrobenzoesaureethylester xind 
30 ml N,N-Dimethylf ormamiddimethyl-acetal wurden in 100 ml 
Diemthylformaid fiir 8 Stunden unter Ruckflufi gekocht. An- 
schlieSend wurde der Ansatz im Vakuum eingeengt. Der Riick- 
35 stand wurde in 100 ml Toluol gelost und durch Zugabe von 

Petrolether wurde das Produkt ausgefallt. Man erhielt 7,5 g 
des Produktes. 

b) 3 (2-N,N-Dimethylamino-eth-l-yl)-4-nitrobenzylalkohol 

40 

Zu 7 g (26,5 mMol) des Zwischenproduktes 3a in 70 ml Ethanol 
wurden 2,0 g (53 mMol) Natriiamborhydrid portionsweise zuge- 
geben. Anschliefiend wurde alles fur 30 Minuten \inter Rtickflufi 
erwarmt. Die Reaktionslosmg wurde dann im Vakuum eingeengt. 
45 Der erhaltene Ruckstand wurde zwischen Wasser und Essigester 

verteilt. Die organische Phase abgetrennt, mit Wasser und mit 
waSriger Natriumchlorid-Losung gewaschen, getrocknet und im 
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7 . 2 ( 4- ( Propylaxnino ) methyl ) phenyl-benzimidazol-4-carbonsaureamid 

8. 2(4(2 (Diethylamino) eth-l-yl)phenyl) -benziinidazol-4-carbon- 
saureamid 

5 

9. 2 (4(2 ( Dime thylainino)eth-l-yl) phenyl )-benzimi dazol-4-carbon- 
saureamid 

10. 2 (4 (2-Aminoeth-l-yl)phenyl)-benzimidazol-4"Carbonsaureamid 

10 

11 . 2(4(2 (Methylamino) eth-l-yl ) phenyl ) -benzimidazol-4-carbon- 
saureamid 

12 . 2 (4 (2 (Ethylamino) eth-l-yl ) phenyl ) -ben2imidazol-4-carbonsaure- 
15 amid 

13 . 2 (4 (2 (Pyrrolidin-lyl) eth-l-yl)phenyl) -benzimida2ol-4-carbon- 

saureamid 

20 14. 2 (4 (2 (Piperidin-l-yl) eth-l-yl)phenyl) -benzimidazol-4-carbon- 
saureamid 

15. 2 (3- (Diethylamino) methyl )phenyl-benzimida2ol-4-carbonsaure- 
amid 

25 

16. 2 (3- (Dimethylamino) methyl )phenyl-benzimidazol-4-carbonsaure- 
amid 

17 . 2 ( 3- ( Pyrrolidin-l-yl ) methyl ) phenyl-ben2imidazol-4-carbon- 
30 saureamid 

18. 2 (3- (Piperidin-l-yl) methyl )phenyl-ben2imidazol-4-carbonsaure- 
amid 

35 19. 2 (3-Aminomethyl)phenyl-ben2imidazol-4-carbonsaureamid 

20. 2 (3- (Methylamino) methyl )phenyl-benzimidazol-4-carbonsaureamid 

21. 2 (3- (n-Propylamino)methyl)phenyl-benzimidazol-4-carbonsaure- 
40 amid 

22. 2 (3 (2 (Diethylamino) eth-l-yl)phenyl )-benzimidazol-4-carbon- 
saureamid 

45 23. 2 (3 (2(Dimethylamino)eth-l-yl)phenyl)-benzimidazol-4-carbon- 
saureamid 
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40. 2 (3-N.N-{3-Aminoprop-l-yl)methylamino)phenyl-benzimidazol-4- 
carbonsaureamid 

41. 2 (3-N-(3 (Diethylainino)prop-l-yl)amino)phenyl-benziniidazol-4- 
5 carbonsaureamid 

42. 2 (3-N-(3 (Diinethylamino)prop-l-yl)ainino)phenyl-ben2imidazol-4- 
carbonsaureamid 

10 43. 2 (3-N-(3-Aminoprop-l-yl)amino)phenyl-benzimidazol-4-carbon- 
saureamid 

44. 2 ( 3 -N , N- ( 2 -Pyrrol idion- 1 -y 1 -e th- 1-y 1 ) me thy lamino ) pheny l-benz- 
imidazol-4-carbonsaureamid 

IS 

45. 2 (3-N-(2 (Pyrrolidion-l-yl)eth-l-yl)ainino)phenyl-benzimidazol- 
4-carbonsaureamid 

46. 2 (3-N,N-(3 {pyrrolidin-l-yl)prop-l-yl)methylamino)phenyl-benz- 
20 iinidazol-4-carbonsaureamid 

47 . 2 (3-N,N-(3 (Piperidin-l-yl)prop-l-yl)methylamino) phenyl -benz- 
imidazol-4-carbonsaureainid 

25 48. 2 (3-N,N-(2(Piperidin-l-yl)eth-l-yl)inethylamino)phenyl-benz- 
imidazol-4-carbonsaureamid 

Beispiel A: HemmxHig des Enzyms Poly (ADP-ribose)polymerase oder 
PARP (EC 2.4.2.30) 

30 

Eine 96well Mikrotiterplatte (Falcon) wird mit Histonen (Type 
II-AS; SIGMA H7755) beschichtet. Histone werden dazu in Carbonat- 
Puffer (0,05 M NaHCOa; pH 9,4) zu einer Konzentration von 50 \ig/ml 
gelost. Die einzelnen Wells der Mikrotiterplatte werden iiber 
35 Nacht mit je 100 nl dieser Histon Losung inkubiert. Anschliefiend 
wird die Histon Losung entfernt und die einzelnen Wells mit 
200 \il einer l%igen BSA (Bovine Serum Albumine) Losung in 
Carbonat-Puffer fiir 2 Stunden bei Raumtemperatur inkubiert. 
AnschlieSend wird dreimal mit Waschpuffer (0,05 % TweenlO in PBS) 
40 gewaschen. Fiir die Enzymreaktion werden je Well 50 ^1 der Enzym- 
reaktionslosung (5nl Reaktions-Puf f er (IM Tris-HCl pH 8,0, 100 mM 
MgCl2, 10 mM DTT,) 0,5 \il PARP (c = 0,22 \ig/\il) . 4 nl aktivierte 
DNA (SIGMA D-4522, Img/ml in Wasser) , 40,5 \il HjO) mit 10 Hi einer 
Inhibitorlosung fiir 10 Minuten vor inkubiert . Die Enzymreaktion 
45 wird durch Zugabe von 40 Hi einer Sxibstratlosvmg (4 Hi Reakt ion- 
Puffer (S.O.), 8 Hi NAD-Losung (100 \m in HjO) , 28 \il H2O) 
gestartet. Reaktionszeit ist 20 Minuten bei Raumtemperatur. Die 
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Beispiel C: Test von PARP-Inhibitoren in einem zellularen Assay 

Z\im Test der Wirkung von PARP- Inhibit or en werden eukaryontische 
Zellinien mit Chemikalien so behandelt, daS die DKfA der Zellinie 
5 geschadigt vn6 dadurch das in den Zellen vorhandene PARP-Enzym 
aktiviert wird. Durch die Aktivierxing des Enzym werden Ketten 
von poly-ADP-Ribose (PAR) auf Proteinen gebildet. Diese Ketten 
werden von einem spezifischen Antikdrper gebunden. Dieser wird 
wiederiom von einem zweiten Antikdrper gebunden, der mit einer 

10 fluoreszenten Markierung versehen ist. Die Fluoreszenz wird rait 
einem Fluoreszenzscanner gemessen und verhalt sich zur Aktivitat 
des Enzyms PARP proportional. PARP-Inhibitoren lassen sich an 
einer Abschwachung des Fluoreszenzsignals erkennen. Um Ver- 
falschungen der Ergebnisse durch unterschiedliche Zellzahlen zu 

15 verhindern, wird die DNA der Zellen mit einem weiteren Farbstoff 
markiert und dessen Fluoreszenz ebenfalls im Fluoreszenzscanner 
bestimmt. 

400000 Zellen der humanen Zellinie C4I werden in Zellkultur- 
20 platten mit 24 Kavitaten in RPMI-Medium mit 10% fotalen Rinder- 
serum bei Sl^'C, 5 % CO2 bis zum Erreichen eines dichten Zell- 
rasens bebrutet. Die Zellen werden mit DMEM gewaschen und die zu 
testenden PARP-Inhibitoren in verschiedenen Konzentrationen in 
DMEM zugegeben. Nach einer Inkubation fur 2 0 min bei 3T'C wird mit 
25 Wasserstof fperoxid eine Konzentration von 1 mM eingestellt und 
weitere 10 min bei 37*^0 inkubiert. Zur Kontrolle werden Zellen in 
einigen Kavitaten nicht mit Wasserstof fperoxid behandelt (keine 
PARP-Aktivierung) oder erhalten keinen Inhibitor (maximale PARP- 
Aktivierung) . Die Zellen werden einmal mit PBS gewaschen \ind 
30 durch Zugabe von auf -2 0°C vorgekuhltem Methanol /Ace ton Gemisch 
(7 Telle Methanol, 3 Telle Aceton) 10 min bei -20''C fixiert. Da- 
nach werden die Zellen getrocknet, durch Zugabe von PBS fiir lOmin 
bei Zimmertemperatur rehydratisiert und unspezif ische Bindungs- 
stellen in PBS mit 0,05 % Tween20 und 5 % Trockenmilchpulver fur 
35 30 min bei Zimmertemperatur blockiert. Der Maus anti-PAR Anti- 
kdrper wird in einer Konzentration von 20 |ig/ml in PBS mit 0,05 % 
Tween20 und 5 % Trockenmilchpulver zugegeben und 1 h bei 37'*C 
inkubiert. Nicht gebundener Antikdrper wird durch fxinfmaliges 
Waschen mit PBS fiir jewel Is 5 min entfemt. Anschlie&end wird mit 
40 einem verdunnten Ziege anti-Maus FITC-gekoppelten Zweitantikorper 
(Verdiinnung 1:50 in PBS mit 0,05 % Tween20, 5 % Trockenmilch- 
pulver und 1 tig/ml DAPI (4^ 6-Diamidino-2-Phenylindol ) ) fur 30 min 
bei 37''C inkubiert, Nicht gebundener Antikorper wird durch funf- 
maliges Waschen mit PBS fiir jeweils 5min entfemt. Die FITC- und 
45 DAPI-Fluoreszenzen werden an mehreren Stellen der Kavitaten mit 
Hilfe eines Fluoreszenzscanners gemessen. Zur Auswertung wird 
das FITC-Signal auf das DAPI-Signal normiert. Die Berechnung der 
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Patentansprviche 

1 . Verwendung von verbindungen der Formel I 

O 



10 



15 



25 



35 




worm 



N Oder CH bedeutet. 



20 Ri Wasserstoff , verzweigtes und unverzweigtes 

Ci-Ce-Alkyl, wobei ein C-Atom des Alkyl-Restes 
noch ORi^ Oder eine Gruppe r5 tragen kann, wobei 



Rii Wasserstoff oder Ci-C4-Alkyl bedeutet, und 

r2 Wasserstoff, Qilor, Fluor, Brom, Jod, verzweig- 

tes und unverzweigtes Ci-Ce-Alkyl, Nitro, CF3, 
CN, NR21r22, NH-CO-R23, OR2i,wobei 

30 r21 und r22 unabhangig voneinander Wasserstoff oder 

Ci-C4-Alkyl bedeuten und 

r23 Wasserstoff, Ci-C4-Alkyl oder Phenyl bedeuten, 

und 



r3 -(CH2)q-NR3iR32, - (CH2 ) g-NR33R34 bedeutet, wobel q 

0, 1,2 Oder 3 sein kann, 

r31 bedeutet Wasserstoff, Ci-Ce-Alkyl, (CH2)rNR33R34 



40 



45 
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4. Verwendung von Verbindungen nach einem der Anspriiche 1 bis 3, 
wobei 



r2 Wasserstoff , verzweigtes oder xinverzweigtes 

Ci-Ce-Alkyl, Nitro, CN, NH2, 0-Ci-C4-Alkyl be- 
deutet . 



5. Verwendung von Verbindungen nach einem der Anspriiche 1 bis i, 
wobei 

10 

r3 {CH2)i,2l^^^^^^^ ^nd N(R37)-{CH2)2-3NR3^R^^ bedeutet, worin r37 
Wasserstoff und Ci-C4-Alkyl sein kann, R^s und R^^ unabhangig 
voneinander Wasserstoff und Ci-C4-Alkyl und zusammen als 
NR35j^36 auch cyclische aliphatische Amine wie Piperidin, 
15 Pyrrol idin, Azepin und Piperazin sein konnen, wobei das 

Piperazin am zweiten N-Atom noch mit Wasserstoff oder 
Ci-C4-Alkyl substituiert sein kann. 

6. Verwendung von Verbindungen nach einem der Anspriiche 1 bis 5, 
20 wobei R^ Wasserstoff und A Stickstoff bedeutet. 

7. Verwendung von Verbindungen der Formel I nach einem der An- 
spriiche 1 bis 6 zur Herstellung von Arzneimitteln zur Behand- 
lung von neurodegenerativen Krankheiten und neuronalen Scha- 

25 digungen. 

8. Verwendung nach Anspruch 7 zur Behandlung von solchen neuro- 
degenerativen Krankheiten und neuronalen Schadigungen, die 
durch Ischamie, Trauma oder Massenblutungen ausgelost werden. 

30 

9. Verwendung nach Anspruch 8 zur Behandlung des Schlaganf alls 
und des Schadel-Hirntraumas . 

10. Verwendung nach Anspruch 8 zur Behandlung der Alzheimerschen 
35 Krankheit der Parkinsonsche Krankheit und der Huntington- 

Krankheit . 

11. Verwendung von Verbindungen der Formel 1 nach einem der An- 
spruche 1 bis 6 zur Herstellung von Arzneimitteln zur Behand 

40 lung oder Prophylaxe von Schadigungen durch Ischamien. 

12. Verwendung von Verbindungen der Formel I nach einem der An- 
spriiche 1 bis 6 zur Herstellung von Arzneimitteln zur Behand 
lung von Epilepsien, insbesondere von generalisierten epilep 

45 tischen Anfallen, wie zum Beispiel Petit mal vind tonisch-clo 
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21. Verwendung von Verbindungen der Formel I nach Anspruch 6 • zur 
Herstellung von Arzneimitteln zur Behandlung von Diabetes 
mellitus , 

5 22. Verbindungen, ausgewahlt aus der Gruppe bestehend aus 

2 (4- (N, N-2- (N,N-Diethylamino) eth-l-yl-me thy lamino) phenyl ) - 
benzimidazol-4-carbonsaureainid, 2 (4-(N,N-2- (M,N-Dimethyl- 
amino) eth-l-yl-methylamino ) phenyl )ben2imida2ol-4-carbon- 
saureamid, 2(3 (2 (N,N-Dimethylainino) eth-l-yl )-4-nitrophenyl) - 
10 benzimidazol-4-carbonsaureainid, deren Prodrugs oder Salze. 
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